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きる。ニれは精巣索と呼ばれ、精巣索の内部には始原生殖細胞 (PGC:the primordial 
germ cel)が集まっており、それらを将来セルトリ細胞になる体細胞が取り囲んでい
る。精巣索の外側の関質細胞からは、ライディッヒ細胞が分化するが、性ホルモンの一
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とメンテナンスを制御しており、また、視床下部腹内側(v恥凹:the ven甘omedia1nucleus of 
由ebypo白alamus)、脳下垂体性腺刺激ホルモン分泌細胞(判的や勝臓(1りにも発現、機能してい
る。つまり Ad4BP/SF-l は視床下部・下垂体・副腎皮質軸(H・P-A軸: the 
hypo也aJamic-piω託ary-gonadalaxis)の機能において必須の中心的な制御因子であると言
える。







































(5-462 amino acid) cDNAをpET28a(Novagen)に挿入して構築し、大腸菌BL21(DE3)に導
入した。路島Ad4BP/SF・1産生のために、大腸菌BL21(DE3)を培養、 1mMIPTGで発現誘
導し、 30'Cで3時間培養した。大腸菌培養液をえOOOxgで10分間遠心後、大腸菌ベレツ
トを20mM Tris-HCI (pH 8.0)， 150 mM NaCl， 10% glyceroJで懸濁し、超音波処理を行った。
溶解物を4tで16，000x gで10分間遠心した。His-Ad4BP/SF-lを封入体(inclusionbody)か
ら再生するために、遠心後のベレットをGbuffer [6 M guanidinかHCl，20 mM Tris圃HCl
(pH8.0)， 450 mM KC~ 10% glycerol， 5mM MgCh， 0.1 % Tween 20]を用い、再度超音波処理




























，負かAd4BP/SF・1リコンビナントタンパク質を 10μglmlとなるように、 TBS-T[20 mM 
Tris-HCl (pH 7.5)， 150 mM NaCl， 0.05% Tween 20]で希釈し、 96-Well nunc-immunopla総S
(nunc)に4tで一晩静置し結合させた。抗体の非特異的な反応を防ぐために、プレート
にTBS-Tで希釈した 1% bovine serum albumin(BSA)を加え、ブロッキング、を行った。ハ
イブリドーマ上清を添み日し室温で 1時間静置し、 TBS-Tで3回洗浄した。次にアノレカ
リホスファターゼ結合抗ラット IgG抗体(Sigma)を 10000分の l希釈して添加し、室温













Y-l細胞をマルチスライドガラス(MPBiomedicals)上に DMEM (5% FBS)培地を用
い播種した。 細胞を 3.7%~ωma1debyde 含有 PBS で室温 15 分間処理して周定した後、細
胞の透過性を上げるため 0.5%Triton X・100含有PBSで5分間、細胞を処理した。 この
後、プロッキング液σ'BS中に50mM glycine， 1 % BSA， 2% normal goat serumを加えたも
の)を添加し、室温30分間静置した。次に抗Ad4BP/SF-lモノクローナル抗体を反応さ








































比較を行った (Figure1・lB)。リ コンビナン トFlag-Ad4BP/SF-lタンパク質 (lng)と
Y-l細胞全抽出液 (30μg) を用いてウエスタンプロ ッティングを行ったところ、同抗
体が検出したバン ドはほぼ閉じ分子量であった。さらに、作製した各モノクローナル抗
体を用いてY・1細胞の免疫細胞染色を行った。 Y-l細胞はホルムアルデドで固定後、浸
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に示すように、 MAb1B1と8G2は 2つの欠失変異体(1-454および 129・263)を認識した

























































































































































HST Rat MAb 181 Rabbit pAb 














































標識抗ラソト IgG抗体(二次抗体のみ)、 (C)一次抗体として抗 Ad4BP/SF・1モノクローナ
ノレラ ット抗体MAb181で反応、後、二次抗体としてAlexa488標識抗ラビットIgG抗体、ρ)一
次抗体として抗EGFPラビット抗体で反応後、二次抗体として Cy3標識抗ラット IgG抗体、
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ルジョン溶液4∞凶 を雨後足肉球に皮内注射した。 2週間後、 免疫したラットの腸骨 リ
ンパ節からのリンパ球をマウスミエローマ細胞由来 SP2細胞と 5:1の比率で PEG4000
を用い、細胞融合を行った。このようにして得られた融合細胞 (ハイブリドーマ)を
HAT選択培地[Hybridoma-SFM(1nvitrogen)， 5% FBS， 5% BM-condimed Hl (Roche)， 100 







ってスクリーニングを行った。 PBSTx(0.1 % Triton X・100含有PBS)で洗浄後、切片を2%
スキムミルク含有PBSTxで室温1時間浸演しブロッキングした後、一次抗体を4tで一
晩反応させた。PBSTxで洗浄後、二次抗体として Alexa488標識抗ラット IgG抗体




















[IOmMMgCh、28mMNaCl，、0.4mM nitro blue te甘azolium含有50mM sodium bicarbonate 
buffer (pH 9.8)]とBCIP[O.38mM 5ゐromo-4-chloro-3 -indoylphosphate含有50mM sodium 































Fignre 2・2 MAb5B5を用いた E12.5マウス胎仔生殖腺切片の免疫組織染色
(A) DAPI (核 DNA染色)0 (B)MAb 5B5を用いた免疫組織染色。二次抗体として Alexa488
標識抗ラ ットIgG抗体を用い、MAb5B5が認識する細胞を可視化した。
???


































大脳皮質板を含んだ E14.5マウス大脳皮質冠状切片を MAb5B5 (A)と Pancadherin 
{pan喝のに対する抗体(B)で免疫染色を行った。(C)はAとBの図を重ね合わせたものである。








たo MAb SB5を可視化する二次抗体として、 AJexa546標識抗ラット IgG抗体を用いた。 B
はAの白線で図った部分を鉱大したものである。
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Figure 2-6 E12.5マウス組織における MAb5B5抗原と CD133の比較
E12.5マウス組織切片をMAb5B5 (B， E， and E')、抗CD133抗体(C，F，釦dF')を用い免疫染
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マウス ES細胞 (EB3株)を 10%FBS， 10 mM MEN Non esseniIal amino acids (NEAA， 




頭と内臓組織を取り捨てた。残った胴体部分を切り刻み、 0.1mM町psin/1 mM EDTA 
溶液に懸濁し、 37tで20分間インキュベートを行った。さらに0.1mM trypsin/ 1 mM 
















HARA細胞、HARA-B細胞、 LNCap細胞は 10%FBS含有RPt.但、 PC3細胞は 10%FBS 
含有F・12、hMSC細胞は 10%FBS含有MSCBMを用い、 37t、5% CO2インキュベー
ターで培養した。前述以外のすべての培養細胞では 10%FBS， NEAA含有DMEMを用













E16.5マウス胎仔から取り出した脳に RIPAbuffer[50 mM Tris-HCl(pH 8.0)， 150 mM 
NaCt，l血M EDTA(pH 8.0)， 1% TriωnX・100，0.1%SDS， 0.1% sodium deoxycholate]を加え、
脳抽出液を作製した。 8%SDS-PAGEゲルによって泳動分離を行い、PVDFメンブレン
書
• ;1 側ili卵胞)に転写した。メンブレンを 3%スキムミルク含有 TBS・Tで4
0C一晩ブロッキ
ング処理をした。 MAb5B5を添加し室温で 1時間反応させた。 洗浄後、 アルカリフオ












い30分間プロッキングした。 MAbSBSを一次抗体と して 4CCで一晩、反応させた。二
次抗体としてA協a4SS様畿抗ラット IgG抗体:を 45分室温反応させ、 DAPlでDNA核
集色を行いマウシトした。抗てぬt-4抗体(BDBio羽組側)は、 3%スキムミノレク含有PBS

















分間、細胞を処理した。 この後、ブロッキング液(PBS中に50mM glycine， 1 % BSA， 2% 
削ma.Igoat serumを加えたもの)を添加し、室温30分間静置した。MAb5B5を反応させ









































枠後、 55-60tで 10分間保温し、 RNAを溶解した。
次にF出t-s位andcDNA Syn也esisKit (GE Heal白care)を用いて cDNAの合成を行った。
20凶 のRNA溶液(0.25時/μ1)を65tで 10分間保温し、氷中にて急冷したoKit中のBulk
街'st・錨'3Ildreaction mixをピペッテイ ングした後、 11μl加えた。更にDTT溶液(200mM) 
を 1凶と下記のプライマー(5附/μ1)を 1凶加えてピペッティングを行い、 37tで 1時間
保温した。


























































ついては、 PCR増幅断片を制限酵素AjlllとNheIで消化した後、 CHl領域とヒト IgGl
のFc領域を含むベクターpCAGGS・CHI-Fcに挿入し、pCAGGS・5B5・VH-CHI-Fcを得た。
一方、 L鎖については、 PCR増幅断片を制限酵素EcoRVとBsiWIで消化した後、 CL
領滅を含むベクターpUC-CLに挿入し、 pUCづB5・VL-CLを得た。 更に、pUC・5B5・VしCL
を制限酵素 EcoRI と Not1で消化 した後、ベクターpCAGGSに挿入 し、
pCAGGS・5B5・VL-CLを得た。また、 作製した各ベクターに関して DNAシーケンサー























10xPCR buffer 1 
2 mM dNTP Mixture 
25'mMMgCh 












Nhel 5B5 VH: 5'-NNNGCTAGCTGAGGAGACTGTGACCATGAC・3'
(L鎖増幅用 prirner)}
EcoRV 5B5 VL:タ NーNNGATATCGTGCTGACCCAGACTCCACCCAGTTτATCGGC-3'




A怖'eI Eco RI Eco RV Bsl WI 
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ヒト ES細胞を神経分化させ、細胞塊より凍結切片を作製した。(a)MAb 5B50 (b)抗
CD133抗体。(c)ヘキストによる核開A染色。(の(a)-(c)の重ね合わせo(e)明視野観察像。



































































ウス 下結合組織 芽細胞様 × 
ウス イ平 葬細腕 × 
ウス 腎皮質腫，ステロイド産生 × 
ラット 葬細胞 。
ラット 榊経系 |グリア腫，GFAP陽性 × 
ヌ 腎臓 正常腎臓に由来する細胞株 × 








































































































































































































Figu時 3・13 マウス胎仔脳抽出液中の MAb5B5抗原の糖鎖切断酵素処理

























したがって FACSは MAb 5B5陽性細胞の解析を進める上で非常に強力な手法である
ことが示された。また、ゲート A，Bに含まれる細胞数はともに全体の約 10%であり、



























の後、抗チューブリン抗体を用いて免疫染色し、微小管を可視化した。緑 :MAb 5B5、赤 :


















• 、 ? ，• 
FigBreみ16 ヒト乳癌組織の免疫組織染色
乳癌患者から摘出した組織からパラフィン切片を作製し、 MAb585を用いて免疫染色を








































































(A) MAb 585 Light chain 
10 20 30 40 50ω 
GACATT6AGCTCAα湖町CT似∞CAGTTTATぬGCTACωπGGACAATTAGTCT∞
D I E L T Q S P P S l S A T I G Q L V S 
70 80ω1∞ 110 120 
ATCTCπω.OOTωGTCAGAGTCTCTTACATAGTAAT鎚AAACA∞TATTTAAATTGG
I S C R S S Q S l l H S N G制 T Y l N W 
130 1ω150 1ω170 180 
TTGCTACAGAG6∞AGG∞M∞T∞:ACAACTTCT AATTTA TTTGGTAT∞:ACACTG飢A
l l 0 R P G Q P P Q l l I Y L V S T l E 
190 2∞ 210 220 230 240 
TCT鮒 GT:∞MCAGGTTCAGT鎚ICAGTGGGTCAI脳 ACTGATTTCACACTG刷 ATC
S G Y P M R F S G S G S G T 0 F T l K I 
250 260 270 2ω 2ω 3∞ 
AGT鎚総TAGAG飢餓鎚ATTT鎚GAGTTTATTACTGCGTωMAGTA∞CATGCTCCG
S G V E A E D l G V Y Y C V Q S T H A P 
310 320 330 
MCAI卵 TTGGAI鉛T鎚GA似 AGCTGGAACT飢M

















(8) MAb 585 Heavy chain 
10 20 30 40ωω 
A舗T6CAGCT側側GTCA鎚ωωGGCTTAGTGCAωT鎚飢餓T似 T飢AACTCT
V Q L Q E S G G G L V Q P G R S M K L S 
70 ω 90 1∞ 110 120 
∞TGTGCAG∞TCAGGATTCACTTTωGTMCTATωCATG似 T鮒 Tω∞A附 TC
C A A S G F T F G N Y G I A • V R Q A P 
130 140 150 160 170 180 
CAM飢A鎚GTCT鎚AGTGGGTωCATACATTACTTATGATGGTGGTAGCACTTACTATC
K K G L-E W V A Y I T Y D G G S T Y Y R 
1ω2∞ 210 220 230 240 
GAGACT∞GT側側∞GATTCACTATCT∞:AGAGAT M TGCMAAAGCAIωTATA∞ 
D S V K G R F T I S R D N A K S T l Y L 
250 260 270 280 2ω3∞ 
TGCMAT鎚ACAGTCTGAGGTCTGA鎚ACAα泊CCACTTATTACTGTTα以MT側諸AGG
Q I 0 S L R S E D T A T Y Y C S K • E V 
310 320 330 340 
m削 lACTI側諸飢CMI鎚AGTCATGGTCACAGTCTI∞TCA
D Y • G Q G V M V T V S S 
blue， prlmer aequence 
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